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学位論文の内容の要旨 
報 告 番 号 
 
甲第 2865 号 
 
氏  名  神原 悠輔 
 Iron chelator deferasirox induces apoptosis by targeting oncogenic Pyk2/β-catenin 
 signaling in human multiple myeloma. 
鉄キレート剤デフェラシロクスは, 多発性骨髄腫において Pyk2/β-catenin シグナルを    
標的としてアポトーシスを誘導する 
 
研究目的 
多発性骨髄腫(MM)は, 形質細胞の単クローン性増殖を特徴とする血液悪性腫瘍である. 本
邦では高齢化に伴い, MMの発生率は増加の一途にあり, 年間死亡者数は約 4,200人以上にも
のぼる. 本疾患の治療成績は Bortezomibや Lenalidomideなどの新規薬剤の臨床導入により
向上してきているが, 未だ治癒を期待できる治療法はなく, 予後不良な疾患である. よっ
て, より効果的な新規治療法の開発が待たれている. 多くの MM では, Wnt/β-catenin シグ
ナルが活性化され, 細胞増殖能を亢進させていることから, MM治療において同シグナルは治
療ターゲットとして極めて重要である (Sci Transl Med 2012). 一方, 鉄は酸素運搬・DNA
合成・代謝といった細胞の生存維持に必須の元素である. 多くの癌細胞では細胞増殖能およ
び DNA合成亢進に伴い, 鉄要求度が上昇することが報告されている. これらの結果から, 鉄
キレート療法が癌治療に応用できる可能性が示唆されている. 近年, high-throughput 
screening の結果から同定された Wnt 阻害剤が鉄キレート作用を有することが報告されてい
る. また大腸癌や乳癌細胞において鉄キレート剤が Wnt/β-catenin シグナルを抑制するこ
とにより細胞増殖を負に制御することが示されている. しかしながら, MM細胞における鉄代
謝調節機構は不明である. 本研究では, MMにおける鉄代謝異常の有無を解析し, 鉄キレート
療法の抗腫瘍効果を検討するとともに, 鉄キレート剤によって Wntシグナルが抑制される機
序を明らかにすることを目的とした.  
 
研究方法 
1) マイクロアレイデータベースを用いた鉄代謝制御分子の発現と予後の関係の検討 
 National Center for Biotechnology Information (NCBI) Gene Expression Omnibus (GEO) 
データベースで公開されている MAQC-II Project MM data set (GSE24080)を用い, MM 新規
診断時における各鉄代謝分子 mRNA の発現がその後の生存時間に与える影響を, 11 個の各鉄
代謝分子に関して高発現群・低発現群に分け, Log-rank検定により解析した. なおマイクロ
アレイで解析された検体は, MM新規診断時に施行された患者由来骨髄穿刺液を磁気ビーズで
選別した CD138陽性形質細胞である.  
 
2) 骨髄腫細胞株と患者および健常人由来の骨髄形質細胞と末梢血単核球 
 骨髄腫細胞株として MM1S, RPMI8226, U266, Delta47 を用いた. 骨髄間質細胞株 HS-5 は
American Type Culture Collection (ATCC)より購入した. 形質細胞は, 札幌医大倫理委員
会の承認を得た後, 文書で同意書の得られた骨髄腫患者および健常人ボランティアから得
られた骨髄穿刺液より, CD138 陽性細胞を磁気ビーズで選別した. 末梢血単核球(PBMC)は健
常人ボランティアの検体より分離した.   
 
3) 鉄蛍光染色プローブによる細胞内鉄濃度の比較 
 細胞内 Fe2+の検出には鉄蛍光染色プローブ(FeRhoNox-1)を用いた. 健常人由来 PBMC および
各骨髄腫細胞株に FeRhoNox-1を 5 uM添加し,37℃で 1時間暴露後, 1 µg/mLの hoechst 33342
を加え, 蛍光位相差顕微鏡(Biozero BZ-8000)にて生細胞イメージングを行った.  
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4) RT-qPCRおよび PCR array 
 RNA の精製は Trizol®を用いて行った. 逆転写反応には, SuperScript® VILO もしくは RT2 
First Strand Kit を用いた. quantitative PCR(qPCR)は, β-actin, Ferroportin(FPN), 
Axin2, c-Mycに対するプライマーを使用し, Applied Biosystems® 7300 Real-Time PCR System
を用いてインターカレーター法にて行った. PCR array は PI3K-AKT Signaling Pathway RT2 
Profiler PCR Arrayを用いた. 解析は相対定量法(ΔΔCt法)にて行った.  
 
5) デフェラシロクスの骨髄腫細胞株に対する細胞増殖抑制効果の検討 
 鉄キレート剤として, 輸血後鉄過剰症に適応を有し 3 価の鉄に高い選択性を示すデフェラ
シロクス(DFX)を用いた. WST-1発色測定により, 細胞数を定量した. 1 well につき 0.5×105
個の骨髄腫細胞株を 96-well 培養プレートに播種した後, 0-50 µM の濃度範囲内で DFX を暴
露して 48 時間培養した. その後, 細胞培養液 100µL に対して WST-1 溶液を 10µL 添加して 2
時間培養した. 還元された WST-1 の吸光度(450nm)は ELISA プレートリーダーで測定した. 
得られた増殖曲線より, 50%細胞増殖抑制濃度(IC50 値)を算出した. また骨髄間質細胞は骨
髄腫細胞の生存を促進し, 薬剤耐性にも係わることから, MM1S 単独もしくは MM1S と骨髄間
質細胞株 HS-5を共培養し, IC50値の DFX存在下および非存在下で, 細胞増殖抑制効果に差が
あるかを検討した.  
 
6) DFXの骨髄腫細胞株に対するアポトーシス誘導効果の検討 
 各骨髄腫細胞株(MM1S, RPMI8226, U266, Delta47)に IC50値の DFXを 0, 24, 48 時間暴露し, 
抗 PARP 抗体, 抗β-actin 抗体を用いてウェスタンブロット法でアポトーシス誘導効果を検
討した. また, MM1S, RPMI8226 の細胞株は, 100 mMの FeCl3を 24時間添加し PBSで 3回洗
浄したのちに, IC50値の DFXに 48時間暴露し, Annexin V/7-AAD染色を行い, フローサイト
メトリー法でアポトーシス分画とその割合を検出した.  
 
7) ウェスタンブロット法を用いたシグナル経路の解析 
 各骨髄腫細胞株の FAK および Pyk2 の発現についてウェスタンブロット法を用いて検討し
た. MM1Sおよび RPMI8226に IC50値の DFXを 24時間暴露し, ウェスタンブロット法を用いて, 
FAK, Pyk2, p-Pyk2, GSK-3β, p-GSK3β, cyclin D1, c-mycの発現を検討した.  
 
8) マウス皮下腫瘍モデルでの抗腫瘍効果の検討 
 動物実験は札幌医科大学動物実験委員会の承認を得て行った. NOD/Shi-scid IL-2γnul 
(NOG) mice (雌, 8週齢)は, 動物実験中央研究所より購入した. 3×107個/100 µLの RPMI8226
細胞を 100 µL Matrigel と 1 対 1 で混合し, マウスの左側腹部へ移植した. 腫瘍容積が 100 
mm3に達した段階で DFX 群と Vehicle 群に分け(n=5 ずつ)、DFX(20 mg/kg)を経口ゾンデで連
日投与した. 皮下腫瘍を体表よりキャリパーで直接計測し, 腫瘍容積＝長さ×幅 2×0.5 の
公式で算出した. マウスは死亡するか腫瘍径の長径が 2 cm に達した場合, 解剖して皮下腫
瘍部や各臓器を切り出し, HE染色および Cleaved PARP 染色を行った.    
 
9) DFXと Bortezomibの併用による相加効果の検討 
 MM1Sに DFX(2 µM)と各濃度の Bortezomibを暴露して 48時間培養し, WST-1法を行って細胞
傷害性の相加効果を検討した.  
 
研究成績 
1) マイクロアレイデータベースを用いた鉄代謝制御分子の発現と予後の関係の検討 
 MAQC-II Project MM data set (GSE24080) 554症例分を用い, MM新規診断時における各鉄
代謝分子 mRNA の発現がその後の生存時間に与える影響を網羅的に解析した. 各鉄代謝分子
の高発現群・低発現群に分け, Log-rank検定により解析したところ, FPN 高発現群では低発
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現群と比較して, 無イベント全生存期間および全生存期間が有意に良好であった
(P=0.0002, P=0.0009). 細胞内の鉄代謝を制御する分子として transferrin receptor 1 に
加えて DMT-1, FPNおよび Hepcidineなどが知られているが, FPNは唯一細胞内の鉄を細胞外
に排出する重要な分子であり, FPN発現低下は, 細胞内の不安定鉄プール増加を介し, MMの
病態形成・高悪性度化に深く関与している可能性が示唆された.  
 
2) 健常人由来形質細胞と骨髄腫細胞株および MM患者の mRNA発現の比較 
 RT-qPCRにより, 健常人由来形質細胞と骨髄腫細胞株および MM患者の FPN mRNA発現を比較
したところ, 骨髄腫細胞株および MM 患者では健常人由来形質細胞と比較し, FPN mRNA 発現
が有意に高い結果を得た.  
 
3) 鉄蛍光染色プローブによる細胞内鉄濃度の比較 
 細胞内 Fe2+を検出する鉄蛍光染色プローブ(FeRhoNox-1)を用いて, 蛍光位相差顕微鏡で生
細胞イメージングを行ったところ, 骨髄腫細胞株は健常人由来の PBMC と比較して, 明らか
に細胞内 Fe2+濃度が増加していることを示した. これらの結果より, 細胞内鉄過剰が MM の
病態形成に関与していることが示唆された.  
 
4) DFXの骨髄腫細胞株に対する細胞増殖抑制効果の検討 
 WST-1を用いて検討したところ, DFXは各骨髄腫細胞株に対して濃度依存性に細胞増殖抑制
効果を示した. IC50値は MM1S, RPMI8226, U266, Delta47の順に, 3.2, 23.6, 47.9, 12.1 µM
であり, いずれも 50 µM未満であった. また, MM1S単独もしくは MM1Sと骨髄間質細胞株 HS-5
を共培養し, IC50 値の DFX を添加することで, 細胞増殖抑制効果に差があるかを検討した. 
HS-5存在下で DFXの細胞増殖抑制効果は減弱されず, DFXは骨髄微小環境による骨髄腫細胞
の生存延長効果を打ち消すことを示した.  
 
5) DFXの骨髄腫細胞株に対するアポトーシス誘導効果の検討 
 DFX暴露により, 全骨髄腫細胞株において, PARP cleaved formの発現が時間依存性に増加
することをウェスタンブロット法により示した. また, Annexin V/7-AAD 染色を行い, フロ
ーサイトメトリー法でアポトーシス分画とその割合を検出したところ, MM1S および
RPMI8226において DFX暴露により, Annexin V陽性のアポトーシス分画が著明に増加するこ
とを示した. また, DFX による鉄キレートがどのように抗腫瘍効果へ寄与するか検討するた
め, 鉄添加によるアポトーシス分画の変化を解析した. 100 µM の FeCl3を事前に 24 時間添
加しても, DFX によるアポトーシス誘導分画は減少せず, このことから鉄キレート以外の機
序によるアポトーシス誘導が示唆された.  
 
6) PCR arrayを用いた DFX暴露による骨髄腫細胞株 mRNA発現変化の解析 
 DFX によるアポトーシスの機序を明らかにするため, MM において重要なシグナル経路とし
て知られている phosphoinositide 3-kinase (PI3K)/Aktシグナル経路に関する遺伝子 84個
を PCR array を用いてスクリーニングした結果, MM1S および RPMI8226 ともに FAK(PTK2)の
発現が, DFX暴露により著明に低下していた(Fold change; 5.01×10-4, 8.92×10-5).  
 
7) ウェスタンブロット法および RT-qPCRを用いたシグナル経路の解析 
 各骨髄腫細胞株においてウェスタンブロット法で FAKの発現を検討したところ, Delta47以
外の細胞株では FAK の発現を認めなかった. そこで FAK と 48%のアミノ酸相同性を有し, 中
央キナーゼ領域において 60%の遺伝子配列相同性を有する, 蛋白キナーゼの Pyk2 に着目し, 
同様にウェスタンブロット法で Pyk2 の発現を検討したところ, 全ての骨髄腫細胞株で発現
していた. U266 では他の骨髄腫細胞株と比較し, 発現量はやや低値であった. また MM1S お
よび RPMI8226 において, DFX 暴露により p-Pyk2 は有意に発現が低下しており, すなわち
Pyk2の不活化が促進されていることを示した. Pyk2 全体の発現量には変化を認めなかった.  
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 次に, 最近 Pyk2 との関連が指摘されているシグナル分子であるβ-catenin, GSK-3βの発
現をウェスタンブロット法で検討した. MM1S および RPMI8226 において DFX 暴露により, 不
活性体である p-GSK-3βの蛋白発現低下とともに, β-cateninの発現低下を認めた. Pyk2の
阻害により, GSK-3βの活性化を介してβ-catenin の分解が促進されたことが示唆された.   
また, RT-qPCRを用いて検討したところ, MM1Sおよび RPMI8226において DFX暴露により, Wnt
シグナル経路の標的遺伝子である Axin2 および c-Myc の mRNA 発現が低下していることを示
した. 同様にウェスタンブロット法を用いて Wntシグナル経路の下流分子である c-Mycおよ
び cyclin D1の蛋白発現が低下していることを示した.  
 
8) マウス皮下腫瘍モデルでの抗腫瘍効果の検討 
 DFX群ではVehicle群と比較して, 有意に腫瘍増殖は抑制された. また, 体重減少の副作用
を認めなかった. 腫瘍部の Cleaved PARP 染色において, DFX 群では Vehicle 群と比較して,
多くの腫瘍細胞がアポトーシスに陥っていた. 腎, 肝, 骨髄の正常組織においては両群と
も HE 染色での組織学的変化を認めなかった. 腫瘍部をウェスタンブロット法で検討したと
ころ, DFX群では Vehicle 群と比較して PARP cleaved formの発現が増加し, また p-Pyk2お
よびβ-cateninの発現が低下していた.  
 
9) DFXと Bortezomibの併用による相加効果の検討 
 MM1Sに対する Bortezomib の細胞傷害性に関して, DFXは相加効果を示した.  
 
考察 
 本研究にて FPNの発現低下が MM患者の予後に負の影響を与えることが示された. また, 鉄
蛍光染色プローブを利用して, 生細胞イメージングにより, 骨髄腫細胞株では健常人由来
PBMCと比較して細胞内鉄濃度が明らかに増大していることを初めて明らかにした. FPNの発
現低下は, 細胞内鉄濃度の上昇をもたらし, MMの病態形成に深く関与していることが示唆さ
れた. また, 本研究では MMに対して, 鉄キレート剤 DFXによる抗腫瘍効果を in vitroおよ
び in vivo で初めて明らかにした. DFX による抗腫瘍効果はこれまで白血病, マントル細胞
リンパ腫, 大腸癌, 食道癌, 肺癌などで報告されており, その機序はアポトーシスのほか, 
オートファジーも指摘され, さらにその抗腫瘍効果が鉄依存性かどうかも報告により異な
っている. 本研究では MM において鉄の事前添加による DFX の細胞傷害性解除を認めず, ア
ポトーシス誘導効果は鉄に依存しないことが示唆された. また, 本研究では DFXによるアポ
トーシス誘導の機序として Pyk2 およびβ-catenin シグナルの阻害が重要であることが示さ
れた. 最近, Pyk2 が MM の腫瘍増殖を促進し, 治療標的となることが報告されており, Pyk2
の阻害により, GSK-3βの活性化を介してβ-catenin の分解を促進することが示唆されてい
る. これまで DFX による Wnt/β-catenin シグナル抑制の機序は不明であったが, 本研究で
我々は初めて Pyk2 が関与していることを明らかにした. 本研究におけるマウス皮下腫瘍モ
デルでの DFX 投与量 20 mg/kg は, 一般臨床での輸血後鉄過剰症患者に対する初期投与量と
同じであり, また WST-1 法によって求めた各骨髄腫細胞株の IC50値(3.2-47.9 µM)は, 成人
に DFX(20 mg/kg)を 1 日 1 回 7 日間経口反復投与した場合に報告されている血中 Cmax値(119
±14 µM)と比較して低値であることから, 十分に臨床応用可能と考えられる. DFX は本邦で
も 2008 年に上市され, 既に輸血後鉄過剰症患者の鉄キレート治療に広く使用されている薬
剤であるため, 本研究の結果は臨床試験に繋がる可能性がある. 特に, Bortezomibと DFXの
併用で相加効果を認めたため, この併用療法により, Bortezomibの抗腫瘍効果を増強し, 治
療抵抗性を克服するための新しい戦略を提供できる可能性がある.  
 
結論 
 DFXは, MMにおいて in vitroおよび in vivoともに Pyk2/β-cateninシグナルを標的とし
てアポトーシスを誘導することが示された. DFXは MMに対して有効な治療法となり得る.  
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論文題名 
 
Iron chelator deferasirox induces apoptosis by targeting oncogenic  
Pyk2/β-catenin signaling in human multiple myeloma. 
(鉄キレート剤デフェラシロクスは, 多発性骨髄腫において Pyk2/β-catenin  
シグナルを標的としてアポトーシスを誘導する) 
 
結果の要旨 
 
本研究では, MM細胞においてFerroportin mRNAの発現が低下し, 細胞内鉄濃度が増大す
る鉄代謝調節機構の一端を示し, その上で, 鉄キレート剤デフェラシロクスが, in vitro お
よび in vivoともに Pyk2/β-cateninシグナルを標的としてアポトーシスを誘導し, 抗腫瘍
効果を発揮することを明らかにした. 本研究はデフェラシロクスが MM に対する有効な治
療法となり得る可能性を示唆し, 学位論文として十分に値するものであると考えられた.  
 
 
 
